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               論   文   の   要   旨 
  
肝臓癌、大腸癌をはじめとする主要な消化器癌では、分化した上皮系細胞の遺伝子変異蓄積や慢性炎症な
どを起因とした外部からの刺激による幹細胞化あるいは間葉系細胞への脱分化等が、種々のストレスに対する
癌細胞の耐性や正常組織への浸潤あるいは転移に関わる細胞運動能の獲得に関与することにより、癌の進展や
再発、薬剤耐性に寄与するとの仮説がある。従って、消化器上皮系細胞の分化制御のメカニズムを研究するこ
とは、消化器癌の新しい治療法を開発していく上で重要であると考えられている。オートファジーは、細胞内
の異常な細胞内小器官やタンパク質を分解しエネルギーに変換する、あるいは新しいタンパク質や細胞内小器
官を合成し、細胞内の恒常性を維持し細胞内の構造を再構築する細胞内機構であり、消化器癌の幹細胞化のメ
カニズムの一つとして関与するとの報告があった。また、上皮系の癌細胞が低酸素等のストレス下にさらされ
間葉系細胞へ転換する際に、Notch経路活性化が関与することが報告されており、Notch経路が活性化した細
胞ではそのリガンドの一つである JAG1の発現が増加することにより、positive feed backを通して、より悪
性度の高い状態に移行していくことが想定されていた。以上の観点から、本博士論文で著者は、肝臓の肝組織
幹・前駆細胞の肝様細胞への分化におけるオートファジーの関与、及び大腸癌の予後・再発における上皮－間
葉転換ならびに JAG1発現の関与を明らかにすることを目的としている。 
第一章では、肝組織幹・前駆細胞の肝様細胞への分化におけるオートファジーの関与に関する研究について
述べられている。それまで、肝組織幹・前駆細胞は、肝臓中のへリング管と呼ばれる部位に、EpCAMや CD133
を細胞表面マーカーとして発現する細胞集団の中に存在するとの報告がある。この報告に基づいた種々の条件
検討により、著者は肝臓の EpCAM陽性細胞集団の中でも CD133弱陽性の細胞から比較的効率よく肝様細胞
への分化能を有する幹・前駆細胞を採取できるとの知見を見出した。次に、樹立した細胞を用いて肝様細胞へ
の分化におけるオートファジー調節薬の効果について検討を行っている。まず、幹細胞あるいは分化した細胞
のマーカーとなるタンパク質について蛍光免疫染色により、high content screeningの手法を用いて細胞の分
化状態の検出を行っている。その結果、オートファジー阻害作用を有する低分子化合物が、肝様細胞への分化
を促進することを見出している。さらに、オートファジー阻害による肝様細胞への分化促進効果を更に明らか
にする目的で、siRNA法を用いて autophagy related gene (ATG)の一つである ATG5の機能抑制の検討を行
っている。その結果、ATG5の遺伝子抑制により肝様細胞への分化促進効果が認められたことを明らかにして
いる。次に、分化誘導条件における細胞内シグナル伝達の活性化を調べる目的で、いくつかのシグナル伝達の
中心分子について抗リン酸化抗体を用いた Western blotting により検討を行い、オートファジー抑制により
mTOR経路が活性化されることを見出している。更に、オートファジー阻害による p62タンパクの蓄積、p62
増加による mTOR経路活性化のアミノ酸感受性の増加が関与することを見出している。以上の結果は、１）
オートファジー阻害が肝様細胞への分化を促進すること、２）この効果はオートファジー阻害による p62 の
蓄積および mTOR 経路活性化を介すること、３）この mTOR 経路の活性化にはアミノ酸による活性化が関
与すること、４）肝様細胞への分化にアミノ酸による mTOR経路活性化が関与することを初めて提示してい
る。 
第二章では大腸癌の予後・再発における上皮－間葉転換ならびに JAG1 発現の関与について述べられてい
る。これまでの研究で、大腸癌において JAG1の発現が増加すること、及び細胞レベルでの研究で JAG1-Notch
経路の阻害が大腸癌細胞株の増殖や上皮―間葉転換を抑制することは示されてきていたが、臨床例において、
JAG1 発現増加と予後不良・再発のしやすさとの関係を明確に示す報告はなされていなかった。本研究では、
著者はまず、大腸癌の臨床例で JAG1の免疫染色を行い、JAG1の発現強度と大腸癌の予後・再発との関係に
ついて研究を行っている。158症例について JAG1の免疫染色を行い、染色強度をスコアリングし、染色強度
と予後・再発、臨床病理学的因子及び主要な遺伝子変異との関係について統計学的な手法を用いて解析を行っ
ている。その結果、癌部の JAG1染色強度の増加に伴って、予後が不良となり、また早期に再発する症例が増
加するとの結果を得ている。次に、JAG1発現増加と上皮－間葉転換との関係を検討する目的で、JAG1と E-
cadherinの発現との関係を免疫組織学的に検討している。その結果、JAG1の染色強度の増加と、E-cadherin
の染色性低下の関係は完全には一致しなかったものの、解析方法によっては、一部その関係性を示唆する結果
を得ている。JAG1 の染色強度と E-cadherin の染色性の関係を調べる中で、臨床例において KRAS 変異が
JAG1の発現強度増加と関係するとの知見を得ている。さらに、癌細胞株を用いた in vitroの解析で、JAG1
のノックダウンが細胞の増殖を抑制し、上皮系細胞のマーカーとなるタンパクを増加させ、間質系細胞のマー
カーとなるタンパクを減少させることを確認している。また、JAG1 の発現増加と上皮－間葉転換の誘導が、
KRAS－MAP kinase 経路や、Wnt-βカテニン経路の活性化を介して生じる可能性があることを見出してい
る。以上の結果は、１）大腸癌の臨床例で JAG1 の発現増加が予後不良や再発のしやすさに関係すること、
２）JAG1 の発現増加と上皮―間葉転換誘導が一部関係すること、３）そのメカニズムの一つとして MAP 
kinase 経路活性化を介した JAG1 発現増加と、上皮－間葉転換の誘導が関与する可能性があることを初めて
明らかにしている。 
 
 
               審   査   の   要   旨 
 
本論文において杉山昌一氏は、オートファジーの阻害が肝組織幹・前駆細胞から肝様細胞への分化を促進す
ることを示し、更にその分子メカニズムの一つとしてアミノ酸による mTOR経路活性化の寄与を示唆するに
至った。さらに、大腸癌の予後・再発に JAG1 の発現増加ならびに上皮－間葉転換が一部寄与することを示
し、さらに癌細胞の JAG1発現と上皮－間葉転換における KRAS変異ならびにMAP kinase経路活性化の寄
与することも示唆するものであった。本論文の成果により分化した細胞を幹細胞化あるいは間葉系の細胞への
脱分化の共通のメカニズム、あるいは逆に脱分化した細胞から分化した状態に戻すための共通のメカニズムが
明らかになる可能性があり、生物学的な観点においても非常に意義のあるものになることが期待される。以上
より本論文における研究成果は、学術的にも応用的にも非常に価値の高いものであると判断された。 
平成３０年１月３０日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験
を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員に
よって合格と判定された。 
よって、著者は博士（生物科学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
